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第1章 序論  
 
1. 1 本研究の背景  
近年，分析化学の分野では試料中の微量成分を高感度で分析する技術開発
の必要性が高まっている．例えば，生体試料中に含まれるバイオマーカーと
なる成分を高感度で定量することは，疾病の早期診断につながるため，非常
に重要である 1 )2 )．また，環境中の有害物質を高感度で定量することは，環
境中における有害物質の挙動を正確に把握するために，非常に重要である 3)．
このように，高感度分析の必要性から，近年，質量分析計等の高感度検出器
の使用や質量分析計の改良が行われている 4)．一方，固相抽出や液・液抽出
等の前処理により，試料中の微量成分を濃縮することで，微量成分を定量す
る手法もある．                                                                            
キャピラリー電気泳動法（ capillary electrophoresis, CE）は，高速液体クロ
マトグラフィー（high performance liquid chromatography, HPLC）やガスクロ
マトグラフィー（gas chromatography, GC）等と同様，分離分析法の一つであ
る．CE は，分離能が高く，分析所要時間が短く，必要な試料及び試薬量が
少なくて済む等の長所を持つ，環境に優しい分析法である．一方，内径の小
さなキャピラリーが使用されるため，最もよく用いられる吸光度検出におい
ては，光路長が短く，試料注入量も制限される．したがって，濃度感度が低
いという問題がある．そのため，ここ数十年間，濃度感度を改善するために
様々な方法が開発された 5 )．ハードウェアの面では，質量分析計を検出器と
して用いるために，CE の分離部と質量分析計とを接続するための専用のイ
ンターフェイス部が開発された 6 )．また，吸光度検出においては，検出部の
光路長を長くしたバブルセルや Z 型セルが開発された 7)．一方，ソフトウェ
アの面では，キャピラリー内で泳動中に分析目的成分を濃縮する方法や分析
目的成分を濃縮しながらキャピラリーに注入するオンライン濃縮法が開発
され，微量成分分析も可能となってきた 8 )．しかし，これらオンライン濃縮
法は比較的煩雑な操作を要するため，より簡便なオンライン濃縮法の開発が
望まれる．   
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1. 2 本研究の目的  
 本論文では，泳動液（ background electrolyte, BGE）中のカウンターイオン
を利用した CE におけるオンライン濃縮法の開発を目的とした．オンライン
濃縮を利用して高感度分析を行う場合，試料や分析目的成分の化学的性質に
より，適切な濃縮法を選択する必要がある．例えば，河川水のようにイオン
強 度 が 低 い 試 料 中 の 微 量 成 分 を 定 量 す る 場 合 ， 等 速 電 気 泳 動
（ isotachophoresis， ITP）による濃縮を利用した一時的（過渡的）等速電気
泳動法（ transient isotachophoresis, tITP）よりも，試料と BGE との電場の差
を利用した電場増幅スタッキング（ field-amplified sample stacking, FASS）や
電場増幅試料注入（ field-amplified sample injection，FASI）の方が有利であ
る．一方，血液，尿，海水のようにイオン強度が高い試料の場合，FASS や
FASI よりも， tITP の方が有利である．これらの各種オンライン濃縮法につ
いては，1. 4. 6 において詳述する．本研究では，カウンターイオンを利用し，
試料のイオン強度に応じたオンライン濃縮法を開発し，実試料の分析により
その有用性を検証した．  
 
1. 3 本論文の構成  
本論文は，本章を含めて 5 章から構成される．本章では，本研究の背景・
目的，CE の基礎原理，これまでに開発されたオンライン濃縮法について述
べる．第 2，3 章では，希釈によりイオン強度を低下した試料を対象として
開発したカウンターイオンを利用したオンライン濃縮法を紹介する．第 2
章では，試料を電気的注入（ electrokinetic injection, EKI）する際，BGE 中の
カウンターイオンが分析目的成分の電気泳動移動度を増幅する（移動度増幅
効果）役割を果たすことを実験及びシミュレーションにより検証し，移動度
増幅効果を利用した EKI による高感度化法を開発した．さらに，その応用
として，尿中のクレアチニン，L -ヒスチジンを定量し，本法の有用性を検証
した．第 3 章では，第 2 章で見出された移動度増幅効果の原理について詳細
に検証するとともに，クレアチニン，L-ヒスチジンをさらに高感度で分析す
るために，移動度増幅効果及び動電過給前濃縮（ electrokinetic supercharging, 
EKS）の併用の可能性について検討した．すなわち，BGE 中のカウンターイ
オンの種類，濃度等が移動度増幅効果，EKS，分析目的成分の注入量に与え
る影響をシミュレーション及び実験により調べた．分析条件を最適化後，ヒ
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ト血漿中のクレアチニン，L-ヒスチジンを本法により定量し，本法の有用性
を明らかにした．第 4 章では，イオン強度が高い試料として下水を対象とし，
システム由来のターミナルイオンを利用した tITP による下水中アニリン
（An+），ピリジン（Py+）の高感度分析について検討した．分析条件を最適
化後，下水中の An+，Py+を本法により定量し，本法の有用性を確認した．
第 5 章では，本研究の総括を行うとともに，今後の課題等をまとめた．  
 
1. 4 キャピラリー電気泳動法  
1. 4. 1 概説  
 CE は 1970 年代末から 80 年代初頭にかけて開発され，内径 100 µm 以下の
キャピラリーの中で分析目的成分を電気泳動させる分離分析法である．分離
の場として内径の細いキャピラリーを用いるため，HPLC やイオンクロマト
グラフィー（ ion chromatography, IC）といった従来の分離分析法にはない高
い分離能を有する．また，分析所要時間が短く，分析に必要な試薬量や試料
量が少ないため，環境に優しい分析法である 9 )．  
 CE には，最も基本的なモードであるキャピラリーゾーン電気泳動
（ capillary zone electrophoresis, CZE），擬似固定相に対する保持を利用する
ミセル動電クロマトグラフィー（ micellar electrokinetic chromatography, 
MEKC），固定相に対する保持を利用するキャピラリー電気クロマトグラフ
ィー（ capillary electrochromatography, CEC），電場強度の異なるゾーンを形
成 さ せ イ オ ン の 分 離 を 行 う キ ャ ピ ラ リ ー 等 速 電 気 泳 動 （ capillary 
isotachophoresis, CITP），目的成分の等電点の違いによって収束・分離を行う
キャピラリー等電点電気泳動（ capillary isoelectric focusing, CIEF），分子ふ
るい効果によりサイズ分離を行うキャピラリーゲル電気泳動（ capillary gel 
electrophoresis, CGE），生体分子間の特異的相互作用を利用するアフィニテ
ィーキャピラリー電気泳動（ affinity capillary electrophoresis, ACE）等，多く
の分離モードがある 9 )．様々な CE モードの中でも，CZE は最初に開発され
10)，その原理も最も単純である．Fig. 1. 1 に CZE システムの概略を示す．キ
ャピラリーの材質としては，ガラス，フューズドシリカ（溶融石英），ポリ
テトラフルオロエチレン，ポリエーテルエーテルケトン，ポリメチルメタク
リレート，ポリプロピレン，フッ化エチレンプロピレン等が用いられる 11 )．
ガラス製キャピラリーは，入手・加工しやすいものの，紫外線を強く吸収す  
4 
 














)LJ    &=( ࢩࢫࢸ࣒ࡢᴫ␎ 

ࡿࡓࡵ㸪⣸እ᳨ฟ࡟ࡣ୙฼࡛࠶ࡿ㸬ࣇ࣮ࣗࢬࢻࢩࣜ࢝〇࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜࡣ㸪⣸              
እ⥺ࢆࡼࡃ㏻ࡍࡓࡵ㸪⣸እ᳨ฟࡶྍ⬟࡛࠶ࡿ㸬࣏ࣜࢸࢺࣛࣇ࢚ࣝ࢜ࣟࢳࣞࣥ
➼ࡢ࣏࣐࣮ࣜ⣲ᮦࡣ㸪ග㸪≉࡟⣸እගࡢ㏱㐣ᛶࡀప࠸ࡓࡵ㸪ගᏛ᳨ฟ࡟ࡣ୙
ྥࡁ࡛࠶ࡿࡀ㸪㉁㔞ศᯒ᳨ฟࡸ㟁Ẽఏᑟᗘ᳨ฟ➼ࡢ⤌ࡳྜࢃࡏ࡛౑⏝࡛ࡁࡿ㸬
ศᯒࡢᡭ㡰࡜ࡋ࡚㸪ࡲࡎ㸪ヨᩱᐜჾࡢ཯ᑐഃ %*( ᐜჾࢆῶᅽ࠶ࡿ࠸ࡣ㸪ヨ
ᩱഃ %*( ᐜჾࢆຍᅽࡍࡿࡇ࡜࡟ࡼࡾ㸪%*( ࢆ୰✵࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜෆ࡟‶ࡓࡍ㸬
ḟ࠸࡛㸪ヨᩱഃࡢ࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜ➃ࢆヨᩱᐜჾ࡟ᤄධࡋ㸪ᅽຊὀධἲ㸦ῶᅽ࠶
ࡿ࠸ࡣຍᅽ㸧ࡲࡓࡣ (., ࡟ࡼࡾ㸪ヨᩱ⁐ᾮࢆ▷࠸ࣂࣥࢻ࡜ࡋ࡚ὀධࡍࡿ㸬
ࡑࡢᚋ㸪ヨᩱഃࡢ࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜ➃ࢆ෌ࡧ %*( ᐜჾ࡟ᡠࡋ㸪࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜ୧
➃ࡢ㟁ᴟ㛫࡟㟁ᅽࢆ༳ຍࡍࡿ࡜㸪࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜෆ࡟Ⓨ⏕ࡍࡿ㟁Ẽᾐ㏱ὶ
㸦 HOHFWURRVPRWLF IORZ(2)㸧࡜㟁ẼὋື࡟ࡼࡗ࡚ศᯒ┠ⓗᡂศࡣศ㞳ࡉࢀ㸪
᳨ฟჾ࡬࡜฿㐩ࡍࡿ㸬ࡋࡓࡀࡗ࡚ &=( ࡟࠾࠸࡚ࡣ㸪(2) ࡜㟁ẼὋືࡢྥࡁ
࡜㏿ᗘࡢ኱ᑠࡀヨᩱᡂศࡢ⛣ືࢆᨭ㓄ࡋ㸪ศ㞳࡟኱ࡁࡃᙳ㡪ࢆཬࡰࡍ㸬࡞࠾㸪
&=( ࡣపศᏊ࢖࢜ࣥ㸪࢖࢜ࣥᛶ⏕యศᏊ㸪↓ᶵ࢖࢜ࣥ࡞࡝ࡢ࢖࢜ࣥᛶᡂศࡢ
ศᯒ࡟㐺ࡋ࡚࠸ࡿ㸬 

5 
 
 㟁Ẽᾐ㏱ὶ 
&( ࡛ࡣ㸪࣏ࣜ࢖࣑ࢻಖㆤ⿕そࡉࢀࡓ୰✵ࡢࣇ࣮ࣗࢬࢻࢩࣜ࢝〇࢟ࣕࣆࣛ
࣮ࣜࡀ୍⯡ⓗ࡟⏝࠸ࡽࢀࡿ㸬࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜෆ࡟࠾ࡅࡿ (2) ࡢⓎ⏕࣓࢝ࢽࢬ
࣒ࢆ )LJ   ࡟♧ࡍ㸬࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜ࡟ %*( ࢆ‶ࡓࡍ࡜㸪࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜෆ⾲
㠃࡟ࡣࢩࣛࣀ࣮ࣝᇶࡢ࢖࢜ࣥ໬࡞࡝࡟ࡼࡾᅛᐃ໬ࡉࢀࡓ㈇㟁ⲴࡀᏑᅾࡍࡿ
ࡼ࠺࡟࡞ࡿ㸦)LJ$㸧㸬㟁Ẽⓗ୰ᛶࡢཎ⌮࠿ࡽ㸪ෆ⾲㠃ࡢ㐣๫࡞㈇㟁Ⲵࢆ
୰࿴ࡍࡿࡓࡵ㸪%*( ୰ࡢṇ㟁Ⲵ㸦㝧࢖࢜ࣥ㸧ࡀ㐣๫ࡢ㈇㟁Ⲵ࡟ᘬࡁᐤࡏࡽ
ࢀ㸪ࡑࡢ⤖ᯝ㸪㟁Ẽ஧㔜ᒙࡀᙧᡂࡉࢀࡿ㸦 )LJ%㸧㸬ࡇࡢ≧ែ࡛㸪࢟ࣕࣆ
࣮ࣛࣜ୧➃ࡢ㟁ᴟ㛫࡟㟁ᅽࢆ༳ຍࡍࡿ࡜㸪࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜෆ⾲㠃ࡢ㈇㟁Ⲵ㸪ᅛ
ᐃᒙ࡟Ꮡᅾࡍࡿṇ㟁Ⲵࡣ⛣ືࡏࡎ㸪ᣑᩓᒙ࡟Ꮡᅾࡍࡿṇ㟁Ⲵࡀ㝜ᴟഃ࡟⛣ື
ࡍࡿ㸬ࡇࡢṇ㟁Ⲵࡢ⛣ື࡟క࠸࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜෆࡢ⁐ᾮ඲యࡶ㝜ᴟ᪉ྥ࡟⛣ື
ࡍࡿ㸦)LJ&㸧㸬ୖグࡢ⌧㇟ࢆ㟁Ẽᾐ㏱㸪ࡲࡓࡑࢀ࡟ࡼࡿὶࢀࢆ (2) ࡜ゝ
࠸㸪(2) ࡢ㏿ᗘ YHRIࡣᘧ ࡛⾲ࡉࢀࡿ 㸬                       

ᘧ 

ࡇࡇ࡛㸪İ ࡣ⁐፹ࡢㄏ㟁⋡㸪ȗ ࡣ࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜෆ⾲㠃ࡢࢮ࣮ࢱ㟁఩㸪Ș ࡣ⁐፹
ࡢ⢓ᛶ⋡㸪( ࡣ㟁ሙᙉᗘ࡛࠶ࡿ㸬(2) ࡟ᙳ㡪ࢆཬࡰࡍᅉᏊ࡜ࡋ࡚㸪%*( ࡢ
S+㸪࢖࢜ࣥᙉᗘ㸪⏺㠃άᛶ๣࣭᭷ᶵ⁐፹ࡢ᭷↓➼ࡀᣲࡆࡽࢀࡿ㸬 
࢟ࣕࣆ࣮࡛ࣛࣜࡣ㸪(2) ࡣ㏻ᖖ㸪㝧ᴟ࠿ࡽ㝜ᴟ࡬ὶࢀࡿࡓࡵ㸪㝜࢖࢜ࣥศ
ᯒ࡛ࡣὋື᫬㛫ࡀ㛗ࡃ࡞ࡾ㸪᳨ ฟჾࡲ࡛ศᯒ┠ⓗᡂศࡀ฿㐩ࡋ࡞࠸࡜࠸࠺ၥ
㢟ࡀ⏕ࡌࡿ㸬ࡑࡢࡓࡵ㸪㝜࢖࢜ࣥศᯒ࡛ࡣ㸪ሷ໬ࢭࢳࣝࢺ࣓ࣜࢳࣝ࢔ࣥࣔࢽ
࣒࢘ࡸ⮯໬ࢪࣛ࢘ࣜࣝࢪ࣓ࢳࣝ࢔ࣥࣔࢽ࣒࢘➼ࡢ㝧࢖࢜ࣥᛶ⏺㠃άᛶ๣ࢆ
%*( ࡟ῧຍࡋ㸪(2) ࡢྥࡁࢆ㝜ᴟ࠿ࡽ㝧ᴟ࡬࡜཯㌿ࡉࡏࡓࡾ 㸪(2) ࢆᢚ
ไࡍࡿࡓࡵ࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜෆ⾲㠃ࢆ࣏࣐࣮ࣜ➼࡛ࢥ࣮ࢸ࢕ࣥࢢࡋࡓ࢟ࣕࣆࣛ
࣮ࣜࢆ⏝࠸ࡿ㸬㝧࢖࢜ࣥᛶ⏺㠃άᛶ๣࡟ࡼࡿ (2) ཯㌿ࡢཎ⌮ࢆ )LJ   ࡟
♧ࡍ㸬㝧࢖࢜ࣥᛶ⏺㠃άᛶ๣ࢆῧຍࡋࡓ %*( ࢆ⏝࠸ࡓሙྜ㸪ᅄ⣭࢔ࣥࣔࢽ
࣒࢘ᇶ࡜ࢩࣛࣀ࣮ࣝᇶ࡜ࡢ࢖࢜ࣥⓗ┦஫స⏝࡟ࡼࡾ㝧࢖࢜ࣥ⏺㠃άᛶ๣ࡀ
࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜෆ⾲㠃࡟྾╔ࡍࡿ㸬ḟ࡟㸪㐟㞳ࡢ㝧࢖࢜ࣥᛶ⏺㠃άᛶ๣࡜྾╔
ࡋࡓ㝧࢖࢜ࣥᛶ⏺㠃άᛶ๣࡜ࡀ␯Ỉᛶ┦஫స⏝࡟ࡼࡾ⤖ྜࡋ㸪࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜ
ෆ⾲㠃ࡀṇ࡟ᖏ㟁ࡋࡓ≧ែ࡜࡞ࡿ㸦)LJ$㸧㸬ḟ࠸࡛㸪㟁Ẽⓗ୰ᛶࡢཎ⌮
࠿ࡽ㸪ෆ⾲㠃ࡢ㐣๫࡞ṇ㟁Ⲵࢆ୰࿴ࡍࡿࡓࡵ㸪%*( ୰ࡢ㈇㟁Ⲵࡀṇ㟁Ⲵ࡟
6 
 
引き寄せられ，電気二重層が形成される（ Fig. 1. 3B）．キャピラリー両端の
電極間に電圧を印加すると，キャピラリー内表面の負電荷，固定層に存在す
る正電荷，負電荷は移動せず，拡散層に存在する負電荷が陽極側に移動する．
この負電荷の移動に伴いキャピラリー内の溶液全体も陽極方向に移動する
（Fig. 1. 3C）．塩化セチルトリメチルアンモニウムや臭化セチルトリメチル
アンモニウムは，キャピラリー表面にミセルとして吸着することが知られて
おり，臨界ミセル濃度以下でも容易に EOF が反転する．一方，臭化ラウリ
ルジメチルアンモニウムは 2 本のアルキル長鎖を持ち，キャピラリー表面に
おいて二分子膜を形成する．二分子膜はミセルよりも強くキャピラリー表面
に吸着するために，安定した EOF が得られる 14 )．  
キャピラリー内で発生する EOF は，Fig. 1. 4A に示すようにその流れが平
面的である．これは，流れの駆動力がキャピラリーに沿って一様に分布して
おり，キャピラリー内での圧力降下が起きないためである．HPLC のように
外部ポンプを用いたときの流れが，内表面との摩擦の影響で放物面的なプロ
ファイルをもつのと対照的である（Fig 1. 4B）．CE では，この平面的な流れ
によって試料ゾーンの拡散が小さく，シャープなピークが得られる．  
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Fig.  1 .  4  CE, HPLC におけるキャピラリー内の流れ  
             (A) CE, (B) HPLC 
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Fig.  1 .  6  CE における試料注入   
(A) 加圧法 ,  (B) 真空吸引法 ,  (C) 落差法 ,  (D) EKI 
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Fig.  1 .  7  CE における紫外・可視吸光検出の原理  
  (A) 直接吸光法 ,  (B) 間接吸光法  
 
 
1. 4. 6 オンライン濃縮法  
 CE では，キャピラリー内に注入できる試料量が nL レベルと少量であるこ
と，汎用的に用いられている吸光度検出では光路長が短いため，HPLC や IC
といった従来の分離分析法と比較し，濃度感度が低いという欠点がある．近
年，濃度感度を改善するために，オンライン濃縮法として，キャピラリー内
で分析目的成分を泳動中に濃縮する泳動時濃縮法や試料を濃縮しながらキ
ャピラリーに注入する注入時濃縮法が開発された．ここでは，泳動時濃縮法
として，FASS，EOF を利用した試料の大量注入によるスタッキング（ large 
volume sample stacking with EOF pump, LVSEP）， tITP，スウィーピング，ダ
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Ὃື᫬⃰⦰ἲࡢ୍ࡘ࡛࠶ࡿ )$66 ࡣ㸪⡆౽࡟࢜ࣥࣛ࢖ࣥ⃰⦰࡛ࡁࡿᡭἲ࡛
࠶ࡿ  㸬)$66 ࡛ࡣ㸪ヨᩱࢰ࣮ࣥ࡜ %*( ࢰ࣮ࣥ࡜ࡢቃ⏺㠃࡛㟁ሙᙉᗘࡢᕪ
ࡀ⏕ࡌࡿࡼ࠺࡟㸪㟁Ẽఏᑟᗘࡀ኱ࡁࡃ␗࡞ࡿヨᩱ⁐ᾮ࡜ %*( ࢆ౑⏝ࡋ㸪࢖
࢜ࣥᛶᡂศࢆࡑࡢቃ⏺㠃࡛⃰⦰ࡉࡏࡿ㸬)LJ ࡟㸪)$66 ࡢཎ⌮ᅗࢆ♧ࡍ㸬
)$66 ࡛ࡣ㸪%*( ࡼࡾ㟁Ẽఏᑟᗘࡢప࠸⁐፹࡛ศᯒ┠ⓗᡂศࢆㄪ〇ࡋࡓヨᩱ
ࢆᅽຊὀධἲ࡟ࡼࡾ㛗࠸ࣉࣛࢢ࡜ࡋ࡚࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜෆ࡟ὀධࡍࡿ㸦)LJ 
$㸧㸬ḟ࠸࡛㸪࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜ୧➃ࡢ㟁ᴟ㛫࡟ᐃ㟁ᅽࢆ༳ຍࡍࡿ࡜㸪㟁ᴟ㛫࡟
ὶࢀࡿ㟁ὶࡣ୍ᐃ࡛࠶ࡿࡓࡵ㸪㟁Ẽఏᑟᗘࡀప࠸ヨᩱࢰ࣮࡛ࣥࡣ㟁ሙᙉᗘࡀ
㧗ࡃ㸪㟁Ẽఏᑟᗘࡀ㧗࠸ %*( ࢰ࣮࡛ࣥࡣ㟁ሙᙉᗘࡀపࡃ࡞ࡿ㸬ࡋࡓࡀࡗ࡚㸪
ศᯒ┠ⓗᡂศࡢ㟁ẼὋື㏿ᗘࡣヨᩱࢰ࣮ࣥ࡟࠾࠸࡚㏿ࡃ㸪%*( ࢰ࣮ࣥ࡟࠾
࠸࡚㐜ࡃ࡞ࡾ㸪ࡑࡢቃ⏺㠃࡛⃰⦰ࡉࢀࡿ㸦)LJ%㸧㸬 




)LJ   )$66 ࡟ࡼࡿ⃰⦰ࡢཎ⌮ 






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 /96(3 ࡛ࡣ㸪࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜෆ࡟ヨᩱࢆ኱㔞࡟ὀධࡋࡓᚋ࡟㸪(2) ㏿ᗘࡢ
ไᚚ࡟ࡼࡾ㸪ヨᩱ࣐ࢺࣜࢡࢫࢆ࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜእ࡟᤼ฟࡍࡿ࡜ྠ᫬࡟ศᯒ┠ⓗ
ᡂศࢆ⃰⦰ࡍࡿ  a㸬/96(3 ࡛ࡣ㸪(2) ࢆᢚไࡍࡿᚲせࡀ࠶ࡿࡓࡵ㸪㓟ᛶ
ࡢ %*( ࢆ⏝࠸ࡓࡾ㸪࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜෆ⾲㠃ࢆಟ㣭ࡋࡓ࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜࢆ౑⏝ࡍ
ࡿ㸬)LJ   ࡟ /96(3 ࡟ࡼࡿ㝜࢖࢜ࣥࡢ⃰⦰ཎ⌮ࢆ♧ࡍ㸬ࡲࡎ㸪࢟ࣕࣆࣛ
࣮ࣜෆ࡟ヨᩱ⁐ᾮࢆ‶ࡓࡍ㸦)LJ$㸧㸬ḟ࠸࡛㸪࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜ୧➃ࢆ %*(
࡟ᾐࡋ㸪㟁ᅽࢆ༳ຍࡍࡿ㸬ศᯒ┠ⓗᡂศࡣ㸪ヨᩱࢰ࣮ࣥ࡜ %*( ࢰ࣮ࣥ࡟࠾
ࡅࡿ㟁ሙᙉᗘࡢᕪ࡟ࡼࡾ㸪᳨ฟჾഃࡢቃ⏺㠃࡛⃰⦰ࡉࢀࡿࡀ㸪ヨᩱࢰ࣮ࣥ࡟
࠾ࡅࡿ㏿࠸ (2) ࡟ࡼࡾ㸪ヨᩱὀධഃ࡟⛣ືࡍࡿ㸦)LJ%㸧㸬ヨᩱ࣐ࢺࣜࢡ
ࢫࡢ኱㒊ศࡀ (2) ࡟ࡼࡾ࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜእ࡟᤼ฟࡉࢀࡿ࡜㸪 %*( ࢰ࣮ࣥ࡟࠿
࠿ࡿ㟁ሙᙉᗘࡀቑຍࡍࡿ࠺࠼࡟㸪(2) ࡶᢚไࡉࢀࡿࡓࡵ㸪ศᯒ┠ⓗᡂศࡢ㟁
ẼὋື㏿ᗘࡀ (2) ㏿ᗘࡼࡾࡶ㏿ࡃ࡞ࡾ㸪ศᯒ┠ⓗᡂศࡣ㝧ᴟഃ࡬࡜Ὃືࡢ
ྥࡁࢆኚ࠼ࡿ㸦)LJ&㸧㸬Ὃືࡢྥࡁࡀ཯㌿ࡍࡿࡇ࡜࡛㸪ศᯒ┠ⓗᡂศࡣ
&=( ࡟ࡼࡾศ㞳ࡉࢀ㸪᳨ ฟჾ࡟฿㐩ࡍࡿ㸦)LJ'㸧㸬ᅗ୰ࡢ 9HRI  6㸪9HRI  %*(㸪
9HS %*(ࡣࡑࢀࡒࢀ㸪ヨᩱࢰ࣮࡛ࣥࡢ (2) ࡢ㏿ᗘ㸪%*( ࢰ࣮࡛ࣥࡢ (2) ࡢ㏿
ᗘ㸪%*( ࢰ࣮࡛ࣥࡢศᯒ┠ⓗᡂศࡢ㟁ẼὋື㏿ᗘࢆ⾲ࡍ㸬/96(3 ࡟ࡼࡾ㸪
 ಸ௨ୖࡢ⃰⦰ຠ⋡ࢆ㐩ᡂࡍࡿࡇ࡜ࡀ࡛ࡁࡿ㸬 














)LJ   /96(3 ࡟ࡼࡿ⃰⦰ࡢཎ⌮ 
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 W,73 ࡣ㸪,73 ࡟ࡼࡾศᯒ┠ⓗᡂศࢆ࢜ࣥࣛ࢖ࣥ⃰⦰ᚋ㸪&=( ࡟ࡼࡾศ㞳ࡍ
ࡿᡭἲ࡛࠶ࡿ a㸬)LJ ࡟ W,73 ࡟ࡼࡿ⃰⦰ཎ⌮ࢆ♧ࡍ㸬࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜ
ෆ࡟ %*( ࢆ඘ሸࡋࡓᚋ㸪ศᯒ┠ⓗᡂศࡼࡾࡶ㟁ẼὋື⛣ືᗘࡀ኱ࡁ࠸࢖࢜
ࣥࢆྵࡴ㟁ゎᾮ㸦࣮ࣜࢹ࢕ࣥࢢ⁐ᾮ㸧ࢆὀධࡍࡿ㸬ヨᩱ⁐ᾮࢆὀධᚋ㸪ศᯒ
┠ⓗᡂศࡼࡾࡶ㟁ẼὋື⛣ືᗘࡀᑠࡉ࠸࢖࢜ࣥࢆྵࡴ㟁ゎᾮ㸦ࢱ࣮࣑ࢼࣝ⁐
ᾮ㸧ࢆὀධࡍࡿ㸦)LJ$㸧㸬ḟ࠸࡛㸪࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜ୧➃ࢆ %*( ࡟ᾐࡋ㸪
㟁ᅽࢆ༳ຍࡍࡿ㸦)LJ  %㸧㸬 ,73 ᮲௳ࡀᩚ࠺࡜㸪ศᯒ┠ⓗᡂศࡣᘧ  
࡟ᚑ࠸㸪⃰ᗘㄪᩚࡉࢀࡿ㸦)LJ&㸧 㸬 
               
ᘧ 

ࡇࡢᘧࡣ㸪.RKOUDXVK ࡢᘧ࡜࿧ࡤࢀ㸪& ࡣᡂศ⃰ᗘ㸪ȝ ࡣ㟁ẼὋື⛣ືᗘࢆ⾲
ࡋ㸪ῧ࠼Ꮠࡢ $㸪/㸪4 ࡣࡑࢀࡒࢀศᯒ┠ⓗᡂศ㸪࣮ࣜࢹ࢕ࣥࢢ࢖࢜ࣥ㸪$
ཬࡧ / ࡢ࢝࢘ࣥࢱ࣮࢖࢜ࣥࢆ♧ࡍ㸬ศᯒ┠ⓗᡂศࡢ⃰ᗘࡀ࣮ࣜࢹ࢕ࣥࢢ࢖࢜
ࣥࡢ⃰ᗘࡼࡾࡶప࠸ሙྜ㸪ศᯒ┠ⓗᡂศࡣ⃰⦰ࡉࢀࡿ㸬 ,73 ࡟ࡼࡿ⃰ᗘㄪᩚ
ᚋ㸪,73 ࡢ᮲௳ࡀᔂࢀࡿ࡜㸪&=( ≧ែ࡜࡞ࡾ㸪ศᯒ┠ⓗᡂศࡣศ㞳᳨࣭ฟࡉ
ࢀࡿ㸦)LJ  '㸧㸬 W,73 ࡛ࡣ㸪ヨᩱ⁐ᾮ୰࡟㧗⃰ᗘ࡛ඹᏑᡂศࡀྵࡲࢀ࡚
࠸࡚ࡶ㸪ࡑࢀ⮬యࡀ࣮ࣜࢹ࢕ࣥࢢ࢖࢜ࣥࡲࡓࡣࢱ࣮࣑ࢼࣝ࢖࢜ࣥࡢᙺ๭ࢆᯝ
ࡓࡍࡇ࡜ࡀከ࠸㸬ᾏỈ㸪⾑ᾮ㸪ᒀࡢࡼ࠺࡞࢖࢜ࣥᙉᗘࡀ㧗࠸ヨᩱ୰࡟ྵࡲࢀ
ࡿᚤ㔞ᡂศ࡛ࡶ㸪๓ฎ⌮࡞ࡋ࡛ᐃ㔞ྍ⬟࡛࠶ࡿ㸬 











)LJ    W,73 ࡟ࡼࡿ⃰⦰ࡢཎ⌮ 
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ࢫ࢘࢕࣮ࣆࣥࢢࡣ㸪ࢻࢹࢩࣝ◲㓟ࢼࢺ࣒ࣜ࢘㸦 VRGLXPGRGHF\OVXOIDWH6'6㸧
࣑ࢭࣝ➼ࡢ࢖࢜ࣥᛶᨃఝᅛᐃ┦࡜ศᯒ┠ⓗᡂศ࡜ࡢ⛣ືᗘࡢᕪࢆ฼⏝ࡋࡓ
⃰⦰ἲ࡛㸪㟁Ⲵࢆࡶࡓ࡞࠸୰ᛶᡂศࢆ࢜ࣥࣛ࢖ࣥ⃰⦰ࡍࡿࡇ࡜ࡀ࡛ࡁࡿ
a㸬)LJ ࡟㸪(2) ࡀ㏿࠸᮲௳ୗ࡛㸪6'6 ࣑ࢭࣝࢆᨃఝᅛᐃ┦࡜ࡋࡓ
ሙྜࡢ୰ᛶᡂศࡢ⃰⦰ཎ⌮ࢆ♧ࡍ㸬࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜෆ࡟ 6'6࣑ࢭࣝࢆྵࡴ %*(
ࢆ඘ሸࡋ㸪࣑ࢭࣝࢆྵࡲ࡞࠸ヨᩱ⁐ᾮࢆ㛗࠸ࣉࣛࢢ࡜ࡋ࡚ὀධࡍࡿ㸦)LJ
$㸧㸬࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜ୧➃ࢆ %*( ࡟ᾐࡋ㸪㟁ᅽࢆ༳ຍࡍࡿ࡜㸪୰ᛶᡂศࡣ (2)
࡟ࡼࡗ࡚㝜ᴟ࡟ྥ࠿ࡗ࡚⛣ືࡍࡿ㸬୍᪉㸪6'6 ࣑ࢭࣝࡣ㝜࢖࢜ࣥᛶࡢࡓࡵ㝧
ᴟഃ࡬㟁ẼὋືࡍࡿ㸬(2) ࡟ࡼࡗ࡚ %*( ࢰ࣮ࣥ࡜ヨᩱࢰ࣮ࣥ࡜ࡢቃ⏺㠃࡟
㐩ࡋࡓศᯒ┠ⓗᡂศࡣ㸪6'6 ࣑ࢭࣝ࡟ྍ⁐໬ࡉࢀ㸪ࡑࡢ⛣ື㏿ᗘࡀῶᑡࡍࡿ㸬
ࡑࡢ⤖ᯝ㸪ศᯒ┠ⓗᡂศࡣ࣑ࢭࣝ࡟࠿ࡁ㞟ࡵࡽࢀࡿࡼ࠺࡟ࡋ࡚⃰⦰ࡀ㉳ࡇࡿ
㸦)LJ  % &㸧㸬ࢫ࢘࢕࣮ࣆࣥࢢ࡟ࡼࡿ⃰⦰ᚋࡣ㸪0(.& ࡢཎ⌮㸦࣑ࢭࣝ
࡜ࡢ┦஫స⏝ࡢᙉࡉࡢ㐪࠸㸧࡟ࡼࡗ࡚ศ㞳ࡉࢀ㸪᳨ฟჾ࡟฿㐩ࡍࡿ㸦)LJ
'㸧㸬ᅗ୰ࡢ 9V㸪9V6'6ࡣࡑࢀࡒࢀ㸪ศᯒ┠ⓗᡂศ㸪6'6 ࣑ࢭࣝ࡟ྍ⁐໬ࡉ
ࢀࡓศᯒ┠ⓗᡂศࡢ㟁ẼὋື㏿ᗘࢆ⾲ࡍ㸬࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜෆ࡟ὀධࡉࢀࡓヨᩱ
ࢰ࣮ࣥᖜ O LQ M࡜⃰⦰ࡉࢀࡓヨᩱࢰ࣮ࣥᖜ O VZH HSࡢ㛫࡟ࡣ㸪ᘧ  ࡢ㛵ಀࡀᡂ
ࡾ❧ࡘ 㸬 
ᘧ 

ࡇࡇ࡛㸪N ࡣศᯒ┠ⓗᡂศࡢಖᣢಀᩘ࡛࠶ࡿ㸬ࡋࡓࡀࡗ࡚㸪ࢫ࢘࢕࣮ࣆࣥࢢ
࡛ࡣ㸪6'6 ࣑ࢭࣝ࡟ಖᣢࡉࢀࡸࡍ࠸ᡂศ࡯࡝ຠ⋡ࡼࡃ⃰⦰ࡉࢀࡿ㸬 










)LJ    ࢫ࢘࢕࣮ࣆࣥࢢ࡟ࡼࡿ⃰⦰ࡢཎ⌮ 
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ࢲ࢖ࢼ࣑ࢵࢡ S+ ࢪࣕࣥࢡࢩࣙࣥࡣ㸪 S+ ࡢ␗࡞ࡿ %*( ࡜ヨᩱ⁐፹ࢆ౑⏝
ࡍࡿࡇ࡜࡟ࡼࡾ㸪%*( ࢰ࣮ࣥ࡜ヨᩱࢰ࣮ࣥ࡟࠾࠸࡚ศᯒ┠ⓗᡂศࡢ㟁ẼὋ
ື㏿ᗘࡢᕪࢆ⏕ࡌࡉࡏ㸪ࡑࡢቃ⏺㠃࡛ศᯒ┠ⓗᡂศࢆ⃰⦰ࡍࡿᡭἲ࡛࠶ࡿ
a㸬ᙅ㓟࣭ᙅሷᇶ㸪୧ᛶ࢖࢜ࣥࡢ⃰⦰࡟㐺ࡋ࡚࠸ࡿࡓࡵ㸪≉࡟⏕యヨᩱ
୰࡟ᚤ㔞࡟ྵࡲࢀࡿ⏕య㛵㐃≀㉁ࡢศᯒ࡟⏝࠸ࡽࢀࡿࡇ࡜ࡀከ࠸㸬࢔࣑ࣀ㓟
ࡢࡼ࠺࡞୧ᛶ࢖࢜ࣥࡢ⃰⦰ࡢཎ⌮ᅗࢆ )LJ   ࡟♧ࡍ㸬࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜෆ࡟
S+ ࡀ  ⛬ᗘࡢ %*( ࢆ඘ሸࡋࡓᚋ࡟㸪୰ᛶࡢ⦆⾪ᾮ࡟ศᯒ┠ⓗᡂศࢆ⁐ゎ
ࡋࡓヨᩱࢆὀධࡍࡿ㸦)LJ  $㸧㸬୧ᛶ࢖࡛࢜ࣥ࠶ࡿศᯒ┠ⓗᡂศࡢ➼㟁
Ⅼࡣ 㹼 ࡜ࡍࡿ㸬࢟ࣕࣆ࣮ࣛࣜ୧➃ࢆ %*( ࡟ᾐࡋ㸪㟁ᅽࢆ༳ຍࡍࡿ࡜㸪
ヨᩱࢰ࣮࡛ࣥࡣศᯒ┠ⓗᡂศࡣ㝧࢖࢜ࣥ࡜ࡋ࡚Ꮡᅾࡍࡿࡓࡵ࡟㸪㝜ᴟ᪉ྥ࡟
㏿ࡃ㟁ẼὋືࡍࡿࡢ࡟ᑐࡋ㸪%*( ࢰ࣮࡛ࣥࡣ㝜࢖࢜ࣥ࡟ኚ໬ࡍࡿࡓࡵ㸪Ὃ
ື᪉ྥࡀ཯㌿ࡍࡿ㸦)LJ  %㸧㸬ࡑࡢ⤖ᯝ㸪%*( ࢰ࣮ࣥ࡜ヨᩱࢰ࣮ࣥ࡜ࡢ
ቃ⏺㠃௜㏆࡛ศᯒ┠ⓗᡂศࡀ⃰⦰ࡉࢀࡿ㸦)LJ  &㸧㸬ࡑࡢᚋ㸪⃰⦰ࡉࢀ
ࡓศᯒ┠ⓗᡂศࡣ㸪&=( ࡟ࡼࡾศ㞳ࡉࢀࡿ㸦)LJ  '㸧㸬ᅗ୰ࡢ 9D㸪9E㸪
9HRIࡣࡑࢀࡒࢀ㸪㝧࢖࢜ࣥ࡜ࡋ࡚Ꮡᅾࡍࡿศᯒ┠ⓗᡂศࡢ㟁ẼὋື㏿ᗘ㸪㝜
࢖࢜ࣥ࡜ࡋ࡚Ꮡᅾࡍࡿศᯒ┠ⓗᡂศࡢ㟁ẼὋື㏿ᗘ㸪(2) ࡢ㏿ᗘࢆ⾲ࡍ㸬ࢾ
ࢡࣞ࢜ࢳࢻࡸࣉࣜࣥ㢮㸪࢝ࢸࢥ࣮ࣝ࢔࣑ࣥ㸪࢔࣑ࣀ㓟㸪࣌ࣉࢳࢻ㸪ࢱࣥࣃࢡ
㉁ࡢศᯒ࡟࠾࠸࡚㸪ࢲ࢖ࢼ࣑ࢵࢡ S+ ࢪࣕࣥࢡࢩࣙࣥ࡟ࡼࡿ⃰⦰ࡀሗ࿌ࡉࢀ
࡚࠸ࡿ㸬 











)LJ    ࢲ࢖ࢼ࣑ࢵࢡ S+ ࢪࣕࣥࢡࢩࣙࣥ࡟ࡼࡿ⃰⦰ࡢཎ⌮ 
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第 2 章  泳動液中カウンターイオンによる移動度増幅効果  
 
2. 1 緒言  
CE における試料注入法として，近年，インクジェットマイクロチップを
用いた定量的な試料注入法が提案されたが 39)，一般的には，試料は圧力注
入法または EKI によってキャピラリー内に注入される（1.4.4 参照）．圧力注
入法は，EKI よりも再現性に優れ，また，試料中の共存成分の影響を受けな
いため，CE では最もよく用いられる試料注入法である．しかし，分離の観
点から，注入可能試料量が制限され，濃度感度を改善するために， tITP，ダ
イナミック pH ジャンクション，スウィーピング等のオンライン濃縮法（1.4.6
参照）と組み合わせて用いられる．一方，EKI は FASI，選択的完全注入 -ス
ウィーピング（ selective exhaustive injection-sweeping，SEI-sweeping）40) ~43)，  
EKS 等のオンライン濃縮法における試料注入法として用いられる．しかし，
分析目的成分が弱電解質やアミノ酸の場合，中性領域では電気泳動移動度
μep がほとんどゼロであるため，EKI ではほとんど注入されない．逆に，EOF
により試料溶媒がキャピラリー内に注入され，分離に使えるキャピラリー部
分が短くなり，分離能が低下する可能性もある．弱電解質やアミノ酸の場合，
試料注入前に試料の pH を調整し，成分の電気泳動移動度を増加することに
より，EKI による注入が可能となるが，試料を汚染する危険性，前処理に手
間・時間がかかるといった問題がある．  
本章では，上記問題を解決するため，著者が見出した移動度増幅効果を伴
う EKI について述べる．BGE 中カウンターイオンが試料バイアルに電気泳
動すると，電気的中性則を満たすために，水素イオンまたは水酸化物イオン
が生成し，試料 pH が変化する．その結果，弱塩基性・弱酸性成分やアミノ
酸の移動度増加を期待する方法である．まず，弱塩基性成分としてクレアチ
ニン，アミノ酸として L-ヒスチジンを分析目的成分とし，EOF 抑制条件下
で移動度増幅効果の効果について実験的に検証した．次いで，コンピュータ
ーシミュレーションにより，移動度増幅効果に関して理論的に考察した．ま
た，本法の有用性を確認するため，実試料として 20,000 倍に希釈した尿中
のクレアチニン及び L-ヒスチジンを定量した．  
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2. 2 実験  
2. 2. 1 移動度増幅効果  
分析目的成分が弱塩基性成分及びアミノ酸である場合の原理を Fig. 2. 1
に示す．キャピラリー内にカウンターイオンとして塩化物イオンのような陰
イオンを含む BGE が満たされている．キャピラリーの試料注入端は試料バ
イアルに浸されており，試料バイアルにはアミノ酸（A1±）及び弱塩基性成
分（A2）が含まれている．試料は中性であり，これら成分の電気泳動移動度
はほとんどゼロであると仮定する（Fig. 2. 1A）．試料注入側を陽極とし，キ
ャピラリーの両端に電圧を印加すると，キャピラリー内の BGE に含まれる
塩化物イオンが試料バイアルへ電気泳動により移動する（Fig. 2. 1B）．この
塩化物イオンの移動に伴い，試料バイアル内では，電気的中性則を満たすた
めに，水の電離平衡が動き，水素イオンが生成され， pH が低下する．A1±
及び A2 は，この pH 低下によって陽イオン化され，電気泳動移動度が増大
する（Fig. 2. 1C）．電気泳動移動度が増大したことにより，これら成分は電
気泳動によりキャピラリー内に効率的に電気的注入される（ Fig. 2. 1D）．  
分析目的成分が弱酸性成分である場合，カウンターイオンによる移動度増
幅効果を Fig. 2. 2 に示す．キャピラリー内にカウンターイオンとしてナトリ
ウムイオンのような陽イオンを含む BGE が満たされている．キャピラリー
の試料注入端は試料バイアルに浸されており，試料バイアルには弱酸性成分
（B）が含まれている．試料は中性で，試料中において，B の電気泳動移動
度はほとんどゼロであると仮定する（Fig. 2. 2A）．試料注入側を陰極とし，
キャピラリーの両端に電圧を印加すると，キャピラリー内の BGE に含まれ
るナトリウムイオンが試料バイアルへ電気泳動により移動する（ Fig. 2. 2B）．
このナトリウムイオンの移動に伴い，試料バイアル内では，電気的中性則を
満たすために，水の電離平衡が動き，水酸化物イオンが生成され， pH が上
昇する．B は，この pH 上昇によって陰イオン化され，電気泳動移動度が増
大する（Fig. 2. 2C）．電気泳動移動度が増大したことにより，B は電気泳動
によりキャピラリー内に効率的に電気的注入される（ Fig. 2. 2D）．  
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2. 2. 2 装置  
キャピラリー電気泳動装置として，フォトダイオードアレイ検出器を備え
た大塚電子製 CAPI-3200 を用いた．キャピラリーはジーエルサイエンス製フ
ューズドシリカ管（全長 62.4 cm，有効長 50 cm，内径 50 m，外径 375 m）
である．BGE，標準溶液の調製に使用した超純水は，ヤマト科学製  WG220 型
純水製造装置及びメルク製 Simpli Lab 超純水製造装置により得られたもの
である．pH 測定には，堀場製カスタニーLAB pH メーターF-22 を用いた．  
 
2. 2. 3 試薬・溶液  
試薬はすべて特級品を使用した．BGE 調製には，以下の試薬を使用した．
塩化ナトリウム（NaCl）はナカライテスク，塩酸（HCl）は和光純薬，ヒド
ロキシプロピルメチルセルロース（HPMC）は Sigma-Aldrich から購入した．
BGE として，10 mmol/L NaCl 水溶液を調製し， 1 mol/L HCl 水溶液を用いて
pH を 2.5 に調整した．その後，EOF を抑制するために 0.03% (w/v) HPMC を
添加した．標準溶液調製には，クレアチニン（ナカライテスク製）， L-ヒス
チジン（和光純薬製）を使用した．標準溶液として， 5 mmol/L クレアチニ
ン，L-ヒスチジン溶液を調製し，適宜，超純水で希釈し使用した．なお，BGE
及び標準溶液は使用前に 0.45 m のメンブランフィルター（アドバンテック
製）で沪過した．  
 
2. 2. 4 定量操作法  
 試料中のクレアチニン，L-ヒスチジンは以下の操作法により定量した．新
しいキャピラリーの場合，超純水で 5 分，1 mol/L 水酸化ナトリウム（NaOH）
で 40 分，超純水で 10 分，BGE で 10 分洗浄した．次いで，BGE をキャピラ
リーに 3 分充填し，試料注入側を陽極とした EKI（10 kV）により試料を 100
秒注入した．その後，試料注入側を陽極として 20 kV の電圧を印加した．検
出器の波長は 200 nm とした．なお，恒温槽温度は 25℃に設定した．  
 
2. 2. 5 シミュレーション  
BGE 中カウンターイオンによる移動度増幅効果を検証するため，Gaš らに
よる Simul 5 Complex44)45)を用い，コンピューターシミュレーションを行っ
た．シミュレーションは Intel 社製 Core i7 2.4 GHz のパソコン上で，20 秒間
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加した場合，EOF は 1.7×10 -9  m2V -1s -1 以下の移動度であると推測された．以
上のことから，pH 2.5 の BGE に 0.03% (w/v) HPMC を添加することにより，
EOF をほとんどゼロに抑制できることがわかった．したがって，以降の実験
においては，0.03% (w/v) HPMC を添加した pH 2.5 の BGE を用いることとし
た．  
 
2. 3. 2 標準溶液分析による移動度増幅効果の確認  
 BGE 中カウンターイオンによる移動度増幅効果を実験的に検証するため，
EOF が抑制された条件下において，理論上，中性試料中で電気泳動しないと
考えられるクレアチニン及び L-ヒスチジンがキャピラリー内に注入される
か確認した．試料として，0.1 µmol/L のクレアチニン，L-ヒスチジン標準溶
液（ pH 8.2）を用いた．コンピューターシミュレーションソフトである
Peakmasert 5.3 Complex 46）を用いて，pH 8.2 におけるクレアチニン， L-ヒス
チジンの電気泳動移動度を計算したところ，それぞれ 0.0158×10 -9，-1.77×10 -9  
m2V -1s -1 であり，これら成分は，理論上，試料中でほとんど電気泳動せず，
EOF が抑制された条件下では，電気的注入しにくいと考えられる．試料注入
時の印加電圧を 10 kV とし，試料を 100 秒間電気的注入し，分析を行った．
Fig. 2. 3 にその際に得られたエレクトロフェログラムを示す．EOF が抑制さ
れた条件で電気的注入したにもかかわらず，理論上，試料中でほとんど電気
泳動しないクレアチニン，L-ヒスチジンのピークが確認された．これは，BGE
中カウンターイオンによる移動度増幅効果によりこれら成分の電気泳動移
動度が増加し，キャピラリー内に注入されたためと考えられる．  
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2. 3. 4 試料注入時間の最適化  
 試料注入時間の最適化を行った．試料として，0.1 µmol/L クレアチニン，
L-ヒスチジン標準溶液を用いた．試料注入時の印加電圧を 10 kV とし，注入
時間を 50‒200 秒とした．Fig. 2. 5 で示したように，試料注入時間が 100 秒
までは各成分のピーク高さは増加したが，150 秒ではピーク幅が広がり（Fig. 
2. 6A），クレアチニンのピーク高さはほぼ一定であり， L-ヒスチジンのピー
ク高さは減少した．また，Fig. 2. 6B に示すように，注入時間を 200 秒の場
合，クレアチニン，L-ヒスチジンのピークが 2 つに割れた．これは，BGE 中
に含まれる強塩基（Na+）及び試料の過剰注入が原因と考えられる 47 )48 )．し
たがって，最適試料注入時間を 100 秒とした．以降の実験においては，印加
電圧を 10 kV，注入時間を 100 秒で電気的注入を行った．  
検出限界（ limit of detection, LOD, S/N = 3）及び標準溶液分析における再
現性を調べた．クレアチニン， L-ヒスチジンンの LOD はそれぞれ 4.8，9.0 
nmol/L であり，真空吸引法（ 50 kPa, 1 秒）による試料注入で得られた LOD
と比較し，それぞれ 230，180 倍改善された．クレアチニンに関しては，こ
れまでに CE 分析で報告された LOD の中で最も低い値であった 49)． L-ヒス
チジンンに関しては，誘導体化・蛍光検出器による CE 分析で得られた LOD
（3.8 nmo/L）に匹敵する感度であった 50 )．クレアチニンの泳動時間，ピー
ク面積，ピーク高さの相対標準偏差（ relative standard deviation, RSD，n = 3）
はそれぞれ 0.35，13，12%であり，また L-ヒスチジンの泳動時間，ピーク面
積，ピーク高さの RSD はそれぞれ 0.34，12，8.5%であった．  
 
 
 
 
 
 
 
     
 
 
Fig.  2 .  5 試料注入時間とピーク高さ  
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2. 4 結言  
 試料の電気的注入において，BGE 中のカウンターイオンを試料バイアル
に電気泳動させ，試料の pH を低下することにより，弱電解質及びアミノ酸
を効率的に注入できることを明らかにした．従来の真空吸引法と比較し，ク
レアチニン，L-ヒスチジンについて約 200 倍の高感度化を達成できた．本法
により，除タンパク等の前処理を必要とせず，希釈のみの簡便な前処理のみ
で，尿中のクレアチニン，L-ヒスチジンを再現性良く定量することができた．
本法は，CE 装置の改良や試料の前処理を必要としないため，今後，CE の実
試料への応用分野において大いに利用されることが期待される．  
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第 3 章  移動度増幅効果を伴う動電過給前濃縮 ‒CZE によるヒト血漿中  
クレアチニン，L-ヒスチジンの定量  
 
3. 1 緒言  
第 2 章では，試料の電気的注入時，BGE 中のカウンターイオンが試料バ
イアルに電気泳動することで，電気的中性則を満たすため，試料の pH が低
下し，弱電解質，アミノ酸の移動度が増加し，これら成分を効率的に注入で
きることを示した（移動度増幅効果）．  
本章では，第 2 章で述べた移動度増幅効果を二次元コンピューターシミュ
レーション及び実験により詳細に検証した．また，より高感度な検出を可能
とするために，移動度増幅効果及び EKS の併用の効果について検討した．
すなわち，実験では確認することが困難な微小空間で起こる移動度増幅効果
をシミュレーションにより，二次元的に確認した．また，実験及び一次元コ
ンピューターシミュレーションにより，BGE の組成が移動度増幅効果，EKS，
試料注入量，感度に与える影響を検証した．分析条件を最適化後，本法が実
試料に応用可能か検証した．実試料としてヒト血漿を用い，ヒト血漿中のク
レアチニン，L-ヒスチジンを定量した．血清中のクレアチニンは腎機能の指
標として用いられており 53)，血漿中のヒスチジンは，クローン病や潰瘍性
大腸炎のバイオマーカーとして知られている 54)．そのため，これら成分を
定量することは重要である．CE によるこれら成分定量に関する報告もある
が 55)56 )，従来，クレアチニンやヒスチジンは，それぞれ酵素法，高速液体ク
ロマトグラフィー ‒質量分析法（ liquid chromatography-mass spectrometry, 
LC-MS）によって定量されている．LC-MS により，血漿中のヒスチジンを
定量する場合，カラムにタンパク質が吸着することを防止するために，除タ
ンパクの前処理が必要となる．高感度された本法では，除タンパクをしなく
ても，血漿を希釈するだけで精確に定量出来ると考えられ，前処理の観点か
らも，本法の有用性を検証した．  
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3. 2 実験  
3. 2. 1 装置  
実験に用いたキャピラリー電気泳動装置，キャピラリー，超純水，pH メ
ーターは第 2 章で使用したものと同様である（ 2. 2. 2 参照）．電気的注入時
の試料注入量を増加するために，試料注入側のキャピラリーと電極間の距離
を 15 mm とした 57 )~59 )．電気伝導度測定には，堀場製 LAQUA DS-71 を用い
た．  
 
3. 2. 2 試薬・溶液  
試薬はすべて特級品を使用した．BGE 調製には，以下の試薬を使用した．
酢酸（AcOH），HCl，アンモニア水（NH3(aq)）はナカライテスク，HPMC は
Sigma-Aldrich から購入した．BGE として，50 mmol/L アンモニア水， 100 
mmol/L 酢酸，0.03% (w/v) HPMC の混合水溶液を調製した（pH 4.6）．標準
溶液調製には，クレアチニン，L-ヒスチジン（ナカライテスク製）を使用し
た．標準溶液として，5 mmol/L クレアチニン，L-ヒスチジン溶液を調製し，
適宜，超純水で希釈し使用した．なお，BGE 及び標準溶液は使用前に 0.45 m
のメンブランフィルターで沪過した．  
 
3. 2. 3 定量操作法  
 試料中のクレアチニン，L-ヒスチジンは以下の操作法により定量した．新
しいキャピラリーの場合，超純水で 5 分，1 mol/L NaOH で 20 分，超純水で
10 分，BGE で 15 分洗浄した．次いで，BGE をキャピラリーに 3 分充填し，
試料注入側を陽極とした EKI（10 kV）で試料を 100 秒注入した．その後，
試料注入側を陽極として 20 kV の電圧を印加した．検出器の波長は 210 nm
とした．なお，恒温槽温度は 25℃に設定した．  
 
3. 2. 4 シミュレーション  
BGE 中カウンターイオンによる移動度増幅効果を二次元的に検証するた
めに，CFD-ACE+software を用い，二次元コンピューターシミュレーション
を行った 35)37 )58)．シミュレーションは Intel 社製 Core i7 2.4 GHz のパソコン
上で，1.775 秒間行った．Fig. 3. 1 にシミュレーションで用いたキャピラリ
ー，試料リザーバーのシミュレーションモデルを示す．キャピラリーは内径
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100 μm，外径 500 μm，全長 10 mm とし，キャピラリー長の半分（5 mm）が
試料リザーバー（内径  4.0 mm，全長  7.5 mm）に浸っているものとした．電
極は，試料リザーバーの壁面に沿って，円筒形の電極とした．シミュレーシ
ョンを行うメッシュサイズは，キャピラリー部で 10×10 μm，試料リザーバ
ー部で 50×50 μm とした．BGE は，10 mmol/L AcOH（pH = 3.4, pKa  = 4.756, µe  
= -42.4 ×10 -9  m2V -1s -1)とした．試料は， 1 μmol/L クレアチニン（ pKa = 4.828, 
µe  = 37.2 ×10 -9  m2V -1s - 1)，ヒスチジン（pKa  = 1.82, 6.04, 9.33, µe  = 59.2×10 -9, 
29.6×10 -9 ,  -28.3×10 -9  m2V -1s -1），グリシン（pKa  = 2.35, 9.78, µ e  = 37.4×10 -9 ,  
-37.4×10 -9  m2V -1s -1）とした．電圧印加前における試料（ pH 7.1）中のクレア
チニン，ヒスチジン，グリシンの電気泳動移動度は，それぞれ 0.2×10 -9 ,  
2.0×10 -9 ,  -0.1×10 -9  m2V -1s -1 であった．印加電圧は 100 V（試料注入側を陽極）
とし，EOF は考慮しなかった．  
移動度増幅効果と試料注入量に関して，BGE 中のカウンターイオンの種
類の影響を調べるため，Gaš らにより開発された Simul 5 Complex44)45)を用い，
シミュレーションを行った．シミュレーションは Intel 社製 Core i7 2.4 GHz
のパソコン上で，100 秒間行った．キャピラリーを内径 50 μm，全長 50 mm，
印加電圧を 100 V（試料注入側を陽極），試料プラグ長を 1 mm，スペースス
テップを 5 μm とした．BGE として，以下の  2 種類を使用した．BGE (A)は，
100 mmol/L AcOH（pKa = 4.756, µ e = -42.4 ×10 -9  m2V -1s -1)，50 mmol/L NH3(aq)
（pKa  = 9.25, µ e  = 76.2 ×10 -9  m2V -1s -1），BGE (B)は 30 mmol/L HCl（µe  (Cl -)= 
-79.1 ×10 -9  m2V -1s -1），25.53 mmol/L NH3(aq)とした．シミュレーション初期状
態における試料ゾーンにかかる電場を等しくするために，両 BGE の電気伝
導度を 0.57 S/m とした．試料は，0.1 μmol/L クレアチニン（pKa  = 4.828, µ e = 
37.2 ×10 -9  m2V -1s -1)，ヒスチジン（ pKa  = 1.82, 6.04, 9.33, µ e  = 59.2×10 -9 , 
29.6×10 -9 , -28.3×10 -9  m2V -1s -1）とした．印加電圧は 100 V（試料注入側を陽極）
とし，EOF は考慮しなかった．  
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3. 3 結果と考察  
3. 3. 1 二次元シミュレーション  
 BGE 中カウンターイオンによる移動度増幅効果を二次元的により詳細に
検証するために，二次元コンピューターシミュレーションを行った．注入電
圧印加 1.775 秒後のシミュレーション結果を Fig. 3. 3 に示す．Fig. 3. 3A で
示したように，試料バイアル内のキャピラリー末端付近で， pH の局所的低
下が確認された．これは，キャピラリー内の BGE から AcO -が試料バイアル
に電気泳動し，電気的中性則を満たすために，水の電離平衡が動き，H+が生
成され，pH が低下したためと考えられる．その結果，キャピラリー末端付
近に存在するクレアチニン，ヒスチジンは陽イオン化され，電気泳動移動度
が増大し，キャピラリー内に注入された（ Fig. 3. 3B）．Fig. 3. 3C に，ヒスチ
ジン濃度のシミュレーション結果を示す．以上の結果，BGE 中カウンター
イオンによる移動度増幅効果は，試料バイアル内のキャピラリー末端付近で
起きることがわかった．なお，グリシンは注入されなかった．これは，試料
バイアル内のキャピラリー末端付近の pH が約 4.5 であるため，等電点 5.97
のグリシンは十分に電気泳動移動度が増大されなかったためと考えられる． 
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は電圧印加後 100 秒の結果である．カウンターイオンが AcO -の場合，クレ
アチニン，ヒスチジンのシャープなピークが見られた．クレアチニン，ヒス
チジンの注入量はそれぞれ 69，98 fmol であった．また，Fig. 3. 5C 及び D
から明らかなように，移動度増幅効果により，試料ゾーンの pH は 7.0 から
3.0‒3.6 に，電位勾配は 101 kV/m から 11.8‒44.4 kV/m に減少した．一方，カ
ウンターイオンが Cl -の場合，クレアチニン，ヒスチジンのピークは AcO -
の場合と比較し，シャープではなかった．クレアチニン，ヒスチジンの注入
量はそれぞれ 28，41 fmol であった．また，試料ゾーンの pH は 7.0 から 1.6‒2.0
に，電位勾配は 101 kV/m から 1.8‒4.3 kV/m に減少した（Fig. 3. 6C 及び D）．
試料ゾーンにおける pH 低下から考えると，カウンターイオンとして Cl -の
方が AcO -より移動度増幅効果が強いということがわかった．一方，試料ゾ
ーンにおける電位勾配低下の割合は，Cl -の方が AcO -より大きかった．Cl -の
場合，BGE ゾーンから電気泳動により試料ゾーンに移動した Cl -と電気的中
性則により水から発生した H+のために，試料ゾーンの電気伝導度が増加し，
電位勾配低下割合が大きくなったものと考えられる．その結果，AcO -を使用
した方が，Cl -の場合よりも，クレアチニン，ヒスチジンの注入量が多くな
った．また，AcO -の場合，3. 2. 5 で述べたように ITP 状態となり，EKS によ
り濃縮されながら注入されたため，クレアチニン，ヒスチジンはシャープな
ピーク形状となった．以上の結果，移動度増幅効果の観点からは，カウンタ
ーイオンとして強酸である Cl -の方が有利であるが，電位勾配の低下割合が
小さいこと及び EKS を利用できることから考えると，総合的にはカウンタ
ーイオンとして弱酸である AcO -の方が有利であるということが判明した．
以降の実験及びシミュレーションでは，カウンターイオンとして AcO -を用
いることとした．  
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3. 3. 3 BGE 中カウンターイオンの濃度  
 移動度増幅効果及び試料注入量に対する BGE 中カウンターイオン
（AcOH）濃度の影響について検討した．BGE として， 100， 200 あるいは
500 mmol/L AcOH，50 mmol/L NH3(aq)，0.03% (w/v) HPMC の混合水溶液（電
気伝導度は，0.47 S/m）を用いた．試料として， 0.1 µmol/L クレアチニン，
L-ヒスチジン標準溶液を EKI（試料注入側を陽極，10 kV）で 100 秒注入し
た．式 (3. 1)により注入量を求めたところ，AcOH の濃度が 100，200，500 
mmol/L の場合，クレアチニン， L-ヒスチジンの注入量はそれぞれ 3.6，3.2，
3.0 amol，6.8，5.7，4.7 amol であった．一次元シミュレーションを行った結
果，AcOH 濃度は試料ゾーンの pH 低下に対して影響しなかった．しかし，
AcOH 濃度が高いほど，試料ゾーンの電位勾配が低くなることがわかった．
これは，AcOH 濃度が高いほど，BGE ゾーンから試料ゾーンに電気泳動して
くる AcO -が増加し，試料ゾーンの電気伝導度が増加したためと考えられる．
実験において，AcOH 濃度の増加に従い，注入量が減少したのは試料ゾーン
の電位勾配低下が原因であることがわかった．AcOH 濃度が 100，200，500 
mmol/L の場合，クレアチニン，L-ヒスチジンの LOD (S/N = 3)はそれぞれ 1.5，
1.4，1.6 nmol/L，0.8，0.9，1.0 nmol/L であり，ほとんど差が見られなかっ
た．これは，BGE の電気伝導度を一定にしたため，FASI によるスタッキン
グ効果が同程度働いたからと考えられる．以上の結果，BGE 中のカウンタ
ーイオン濃度は移動度増幅効果には影響しないが，試料注入量に影響するこ
とがわかった．  
 
3. 3. 4 分析条件の最適化  
 EKI では，BGE の電気伝導度が試料注入量及びスタッキング効果に影響す
ることが知られている．そこで，電気伝導度の影響について検討した．BGE
として，AcOH（25， 50，100，あるいは 200 mmol/L），NH3(aq)（12.5，25，
50，あるいは 100 mmol/L），0.03% (w/v) HPMC の混合水溶液を用いた（たと
えば，25 mmol/L AcOH+12.5 mmol/L NH3(aq)+ 0.03% (w/v) HPMC のような 4
種の混合溶液）．これら BGE の電気伝導度は，それぞれ 0.11，0.23，0.46，
0.87 S/m であった．試料として，0.1 µmol/L クレアチニン，L-ヒスチジン標
準溶液を用い，試料注入側を陽極とし，EKI（10 kV）により 100 秒注入し
た．分析目的成分の注入量を式 (3. 1)により求めた．Fig. 3. 7 に示したように，
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電気伝導度が 0.11，0.23，0.46，0.87 S/m の場合，クレアチニン， L-ヒスチ
ジンの注入量はそれぞれ 0.71，2.0，3.3， 3.3 amol，2.0，4.7，4.9，4.7 amol
であった．また，クレアチニン， L-ヒスチジンの LOD（S/N = 3）はそれぞ
れ 5.5，2.5，1.6，1.5 nmol/L，2.0，1.4，1.0，1.0 nmol/L であった．BGE の
電気伝導度が増加するに従い，注入量は増加し，LOD は低下した．電気伝
導度が 0.87 S/m の場合，LOD は 0.46 S/m の場合とほぼ同様であった．した
がって，以降の実験では，電気伝導度が 0.46 S/m の BGE（100 mmol/L AcOH，
50 mmol/L NH3(aq)，0.03% (w/v) HPMC の混合水溶液）を用いることとした．  
 次に，本法の感度を改善するため，試料注入時間（100‒1000 秒）を最適
化した．試料として， 10 nmol/L クレアチニン，L-ヒスチジン標準溶液を用
い，試料注入側を陽極とし，EKI（10 kV）により注入した．Fig. 3. 8 に試料
注入時間とクレアチニン，L-ヒスチジンのピーク面積，ピーク高さとの関係
を示す．試料注入時間の増加に従い，クレアチニン，L-ヒスチジンのピーク
面積，ピーク高さは増加した． 800 秒以上の場合，クレアチニン， L-ヒスチ
ジンの分離が不十分であったため，最適試料注入時間を 500 秒とした．最適
条件下における，クレアチニン， L-ヒスチジンの LOD（S/N = 3）は，それ
ぞれ 0.25，0.10 nmol/L であった．従来の真空吸引法（ 50 kPa，1 秒，12.9 nL）
における LOD と比較し，クレアチニンは 13,000 倍（従来法の LOD は 3.3 
µmol/L），L-ヒスチジンは 23,000 倍（従来法の LOD は 2.3 µmol/L）改善した．
本法の LOD は，これまで報告された LOD（吸光度検出器を備えた CE）中
で最も低い値であった．また，クレアチニン，L-ヒスチジンの泳動時間，ピ
ーク面積，ピーク高さの RSD（n = 4）はそれぞれ，0.24，0.42%，1.7，2.5%，
1.4，5.2%であり，良好な再現性が確認できた．                        
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3. 3. 5 試料の pH 
 電気的に注入されにくい分析目的成分の場合，試料の pH を直接調整する
ことにより電気泳動移動度を増加し，注入量を増やすことができると考えら
れる．そこで，電気的注入の前に，AcOH で試料の pH を低下し，クレアチ
ニン，L-ヒスチジンの注入量が増加するか調べた．試料として，AcOH で pH
を 4.0に調整した 0.1 µmol/L クレアチニン，L-ヒスチジン標準溶液を用いた．
実験前に，コンピューターシミュレーションソフト （ Peakmaster 5.3 
Complex46））を用い， pH 4.0 におけるクレアチニン， L-ヒスチジンの電気泳
動移動度を計算したところ，それぞれ 32.4×10 -9  m2V -1s -1（pH 調整前の pH 6.5
では，0.8×10 -9  m2V -1s -1)，26.8×10 -9  m2V -1s -1 (pH 調整前の pH 6.5 では，6.9×10 -9  
m2V -1s -1)であった．試料注入側を陽極とし，試料を EKI（10 kV）により 100
秒注入した．Fig. 3. 9 に，pH が 6.5（調整前）と 4.0（調整後）の場合に得
られたエレクトロフェログラムを示す． pH 4.0 の場合，クレアチニン及び
L-ヒスチジンのピーク高さは，pH 6.5 の場合のそれぞれ，1/1.9 及び 1/5.1 で
あった．予想と逆の結果が得られた．原因を調べるために，式 (3. 1)により
分析目的成分の注入量を求めた．その結果，pH を 4.0 に調整すると，クレ
アチニンの注入量は 3.3 amol から 1.4 amol に（1/2.4）， L-ヒスチジンの注入
量は 4.9 amol から 0.84 amol に（1/5.8）減少した．すなわち，分析目的成分
注入量が減少したため，ピーク高さも減少したことがわかった．注入量減少
の原因として，以下の理由が考えられる．一つ目は，試料に AcOH を加える
と，試料の電気伝導度が 0.166 S/m から 3.32 S/m に増加し，試料ゾーンにか
かる電場が弱くなり，その結果，注入量が減少したと考えられる．二つ目は，
AcOH を加えたことにより，試料中の H+の輸率が高くなり，その結果，分析
目的成分の輸率が相対的に低くなったためと考えられる．以上の結果，本法
では，試料の pH を調整する必要がなく，調整した場合より分析目的成分注
入量が多く，したがってより高感度分析できることが判明した．  
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Table 3.  1  10,000 倍希釈ヒト血漿分析時の再現性  
Analytes 
RSD (%, n = 4) 
Migration time Peak area Peak height 
L-histidine 0.67 1.7 3.0 
creatinine 0.68 5.7 3.8 
 
 
 
 
3. 4  結言  
 クレアチニン，L-ヒスチジンを高感度に定量するために，移動度増幅効果
を伴う EKS を開発した．二次元コンピューターシミュレーションにより，
移動度増幅効果が試料バイアル内のキャピラリー末端付近で起きることが
わかった．また，強酸性カウンターイオンを含む BGE の方が弱酸性カウン
ターイオンの場合より，移動度増幅効果は大きいが，後者の方が，EKS を利
用でき，試料ゾーンの電位勾配低下も抑えることができるため，より効率的
に試料注入，濃縮が可能であることが判明した．本法によるクレアチニン， 
L-ヒスチジンの LOD はそれぞれ 0.25，0.10 nmol/L であり，従来の真空吸引
法と比較し，それぞれ 13,000，23,000 倍改善された．また，ヒト血漿中のク
レアチニン，L-ヒスチジンを本法により定量したところ，精確な定量値，回
収率，再現性が得られた．本法は，市販 CE 装置の改良や試料の前処理を必
要とせず，簡便に高感度定量を可能とする方法である．今後の CE の応用分
野で大いに貢献する可能性があると考える．  
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第 4 章   システム由来ターミナルイオンを利用した一時的等速電気  
泳動法‒CZE による下水中アニリン，ピリジンの定量  
 
4. 1 緒言  
An+は染料や顔料，塗料，農薬，薬，プラスチック，ゴム等を製造する際
に使用されることが多く，様々な業界において重要な化学物質である．一方，
その毒性や発がん性により，様々な病気や環境問題の原因物質となるため，
An+を含む排水の処理技術が開発されている 60) ~62)．産業排水や農業排水，下
水には，An+が含まれていることがある．例えば，シェールオイル製造現場
の排水には，0.57‒14 mg/L の An+が含まれていたとの報告がある 63)．また，
イギリスの下水処理場の排水から最大 122 µg/L の An+が検出されたとの報
告もあり 64)，環境水や排水中に含まれる An+のモニタリングに関心が高まっ
ている．環境水中の An+の定量には，従来，GC65)や HPLC66)が主に使用され
てきた．その他ガスクロマトグラフィー ‒質量分析法（ gas chromatography 
-mass spectrometry, GC-MS）67 )や CE68 )により分析した報告もある．環境水中
の An+濃度は非常に低いため，ほとんどの分析法において，前処理による濃
縮が必要となる場合が多い．  
一方，Py+は，An+と同様に，様々な産業の製造過程で広く使用されている
重要な化学物質である．薬や塗料の製造において，溶剤や中間物として使用
され，製薬では触媒として使用される．しかし，ピリジンは特有の不快な臭
いをもち，また，毒性が高い化学物質で，環境中では微生物により分解され
にくい 69)．製薬工場からの排水中に，20‒300 mg/L の Py+が含まれていたと
の報告がある 70)．アメリカ合衆国環境保護庁（ united states environmental 
protection agency, EPA）は，排水中の Py+濃度を 5 mg/L 以下に規制している．
したがって，排水も含めた環境水中の Py+を定量することは非常に重要であ
る．従来，環境水中の Py+定量には，GC7 1)，GC-MS72)，HPLC73)，LC-MS74)
が主に使用されてきた．  
第 1 章で述べたように，CE には様々な利点があるが，濃度感度が低いと
いう問題がある．これを解決するために様々なオンライン濃縮法が開発され，
試料の性質に応じて利用されている．オンライン濃縮法の一つである tITP
は，海水のようにイオン強度が高い試料にも利用できる．すなわち，海水中
に含まれる高濃度 Cl -がリーディングイオンとなり，硝酸イオンや亜硝酸イ
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オン，リン酸イオン，臭化物イオン等の海水中微量成分の CZE 定量法が開
発されている 75)76)7 7 )．本章では，下水中の An+，Py+を定量するために，オ
ンライン濃縮法として，SIT（3. 2. 5 参照）を利用した tITP を開発した．本
法による濃縮効果を検証するため，実験及びコンピューターシミュレーショ
ンを行った．次いで，最適定量条件を確立するために，試料注入時間，BGE
中の共通イオン・カウンターイオン濃度，SIT 生成時間について検討した．
次いで，本法の実試料に対する有用性を調べるために，下水中の An+，Py+
を定量した．  
 
4. 2 実験  
4. 2. 1 SIT を利用した tITP 
本法の原理を Fig. 4. 1 に示す．まず，カウンターイオンとして AcO -のよ
うな弱酸と分析目的成分よりも電気泳動移動度が大きいリーディングイオ
ン（Na+）を含む BGE をキャピラリー内に充填後，試料を圧力注入法により
注入する（Fig. 4. 1A）．試料には，分析目的成分として An+，Py+とともに，
共存成分である Na+，Cl -が含まれているものとする．この状態で，試料注入
側のキャピラリー末端と電極を超純水に浸し，電圧を印加すると，Na+，An+，
Py+は陰極側に，AcO -，Cl -は陽極側へ電気泳動する（Fig. 4. 1B）．3. 2. 5 に
おいて述べたように，これらイオンの電気泳動により，サンプルがほとんど
存在しないゾーン SVZ が形成される（Fig. 4. 1C）．SVZ では，BGE ゾーン
から AcO -が電気泳動してくるが，陽イオンがほとんど存在しないため，電
気的中性則を満たすために水の解離平衡が動き，H+が発生する．発生した
H+は，AcO -と反応し，電気泳動移動度が遅くなり，ターミナルイオンとし
て作用する．BGE 中のリーディングイオン（Na+）とターミナルイオン（H+）
の間の電気泳動移動度を持つ分析目的成分は，ITP により濃縮される（Fig. 4. 
1D）．次いで，キャピラリー両端を BGE に浸し，電圧を印加すると，ITP の
条件を満たさなくなり，CZE により分離，検出される（Fig. 4. 1E）．   
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水溶液である．下水試料として，南芦屋浜下水処理場より，処理前（S1），
処理後（S2）の下水を採取した．なお，BGE，標準溶液，ターミナル電解
液，下水試料は使用前に 0.45 m のメンブランフィルター（アドバンテッ
ク製）で沪過した．  
 
4. 2. 4 定量操作法  
 試料中の An+，Py+は以下の操作法により定量した．新しいキャピラリー
の場合，超純水で 5 分，1 mol/L NaOH で 20 分，超純水で 10 分，BGE で 10
分洗浄した．次いで，BGE をキャピラリーに 3 分充填し，試料を真空吸引
法（50 kPa）で 15 秒（190 nL）注入した．試料注入後，SIT を生成するため
に，試料注入側のキャピラリーと電極を超純水に浸し，試料注入側を陽極と
し，10 kV の電圧を 80 秒印加した．その後，試料注入側を陽極として 25 kV
の電圧を印加した．検出器の波長は，200 nm（An+）及び 254 nm（Py+）と
した．なお，恒温槽温度は 25℃に設定した．  
 
4. 2. 5 シミュレーション  
SIT を利用した tITP のメカニズムを詳細に検討するため，第 3 章で紹介し
た Simul 5 Complex を用い，コンピューターシミュレーションを行った（3. 2. 
4．参照）．シミュレーションは Intel 社製 Core i7 2.4 GHz のパソコン上で，
50 秒間行った．キャピラリーを内径 50 μm，全長 50 mm，印加電圧を 100 V
（試料注入側を陽極），試料プラグ長を 1 mm，水プラグ長を 1 mm，スペー
スステップを 5 μm とした．BGE は，40 mmol/L AcOH（pKa = 4.756, µe  = -42.4 
×10 -9  m2V -1s -1)と 20 mmol/L NaOH（pKa  = 13.7, µe  = 51.9 ×10 -9  m2V -1s -1）の混
合水溶液とした．試料は，0.0537 mmol/L（5 mg/L）  An+（pKa  = 4.596, µe  = 
30.0×10 -9  m2V -1s -1），0.0632 mmol/L（5 mg/L）Py+（pKa  = 5.18, µe  = 30.0 ×10 -9  
m2V -1s -1)，7.91 mmol/L NaOH，7.91 mmol/L HCl（µe (Cl -)= -79.1×10 -9  m2V -1s -1）
の混合水溶液とした．試料中の NaOH 及び HCl は，試料の電気伝導度を 100 
mS/m に調整するために加えた．印加電圧は 100 V（試料注入側を陽極）と
し，EOF は考慮しなかった．  
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4. 3 結果と考察  
4. 3. 1 SIT を利用した tITP によるオンライン濃縮  
本法によるオンライン濃縮を利用した場合と利用しなかった場合とを比
較した．BGE として，40 mmol/L AcOH，20 mmol/L NaOH の混合水溶液（ pH 
4.6）を用いた．試料として，5 mg/L An+，Py+標準溶液（10,000 mg/L の NaCl
水溶液で電気伝導度を 100 mS/m に調整）を真空吸引法（ 50 kPa で 1 秒，13 
nL）により注入した．試料注入後，本法を利用する場合は，試料注入側のキ
ャピラリーと電極を超純水に浸し，試料注入側を陽極とし，電圧を印加（10 
kV，50 秒）した．次いで，試料注入側のキャピラリーと電極を BGE に浸し，
電圧を印加した．本法を利用しない場合は，試料注入後，試料注入側のキャ
ピラリーと電極を BGE に浸し，電圧を印加した．Fig. 4. 2 に，両方の場合
に得られたエレクトロフェログラムを示す．オンライン濃縮を利用しない場
合，An+のピーク（200 nm）が 2 つに分かれた（Fig. 4. 2A）．これは，試料
の電気伝導度が高いため，BGE ゾーンと試料ゾーンの境界面で，スタッキ
ングが十分起きなかったためと考えられる．一方，本法によるオンライン濃
縮を利用した場合，An+（200 nm），Py+（254 nm）ともにシャープなピーク
が得られた．An+，Py+のピーク高さは，オンライン濃縮を利用した場合には，
利用しなかった場合の約 2.1 倍であった．   
SIT を利用した tITP による濃縮効果を詳細に検証するために，コンピュー
ターシミュレーションを行った．水ゾーン（試料バイアル中の陽極端とキャ
ピラリー端との間），試料ゾーン（キャピラリー内），BGE ゾーン（キャピ
ラリー内）における AcO -，Na+，Cl -，分析目的成分（An+，Py+）の濃度，電
位勾配，pH の各プロファイルのシミュレーション結果を Fig. 4. 3 に示す．
図中の（A），（C）は 0 秒（電圧印加前），（B），（D）は電圧印加後 50 秒の
プロファイルである．電圧印加 50 秒後，BGE ゾーンから AcO -（カウンター
イオン）が試料ゾーンに電気泳動したため，AcO -濃度が増加した（Fig. 4. 3B）．
また，Na+及び Cl -がそれぞれ陰極，陽極側に電気泳動した．そのため，これ
らイオンが存在しない SVZ が生成された．Fig. 4. 3D に示すように，試料ゾ
ーンの pH が低下したが，これは，増加した AcO -に対して電気的中性則を満
たすために H+が発生したためである．これにより，AcOH の解離平衡がずれ，
H+の見かけの電気泳動移動度が低下し，SIT として作用し，Na+（リーディ
ングイオン）と H+（SIT）の間に挟まれた An+，Py+は ITP により濃縮された
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間洗浄した．試料として，0.5 mg/L An+，2 mg/L Py+標準溶液（10,000 mg/L NaCl
水溶液で電気伝導度を 100 mS/m に調整）を用い，その他の条件は， 4. 3. 1
における実験と同様である．Fig. 4. 4 に 5 種類の BGE を使用した場合の An+，
Py+のピーク面積，ピーク高さ，泳動時間の RSD を示す．（A） ,（B）より，
BGE 濃度はピーク面積，ピーク高さにほとんど影響しなかったが，（C）で
示した通り，BGE 濃度が低い場合，泳動時間の再現性が悪かった．これは，
BGE 濃度が低い場合，BGE に十分な緩衝能がなかったためと考えられる．
BGE 濃度が高い方が，泳動時間の再現性が良い傾向であったが，100 mmol/L 
NaOH，200 mmol/L AcOH の BGE では，ベースラインの大きな変動が見られ
た．これは，BGE の電気伝導度が高くなり，キャピラリーに流れる電流が
増大したことで，ジュール熱による影響が出たためと考えられる．  
 Fig. 4. 1 で示したように，BGE 中のカウンターイオン（AcO -）は SIT を生
成する上で重要な役割を果たす．そこで，カウンターイオン濃度が SIT を利
用した tITP によるオンライン濃縮に与える影響を調べた．BGE 中の NaOH
濃度を 50 mol/L とし，100‒500 mmol/L の濃度範囲で AcOH 濃度を変化させ
た．試料及びその他分析条件は，上記の BGE 濃度の影響を検討した場合と
同様である．Fig. 4. 5 に，4 種類の AcOH 濃度に対するピーク面積，ピーク
高さ，泳動時間の RSD を示す．AcOH 濃度が増加するにつれて，An+のピー
ク面積，ピーク高さは減少した．この一因として， 200 nm に強い吸収をも
つ AcOH 濃度の増加に伴い，ベースラインが上昇し，An+が検出されにくく
なったことが考えられる．また，AcOH 濃度が増加すると，SVZ に移動する
AcO -が増加し，SVZ の電気伝導度が高くなり，SVZ と BGE ゾーンとの境界
面で起こるスタッキング効果が減少したことも考えられる．一方，Py+に関
しては，AcOH 濃度の増加にともない，ピーク面積，ピーク高さともにわず
かながら増加する傾向が見られた．これは，Py+の検出波長である 254 nm で
ほとんど吸収をもたない AcOH の増加に伴い，tITP による濃縮効果が増大し
たためと考えられる．AcOH 濃度が 100, 200, 300, 500 mmol/L の場合，An+，
Py+の泳動時間の RSD（n = 4）はそれぞれ 0.26, 1.2, 0.68, 1.3%（An+），0.22, 
1.1, 0.60, 0.84%（Py+）であった．以上の結果，An+のピーク面積及びピーク
高さ，An+及び Py+の泳動時間の再現性の観点から，以降の実験においては，
AcOH 濃度として 100 mmol/L を用いることとした．  
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最適条件下において，LOD（S/N = 3）及び標準溶液分析時の再現性を確
認した．An+，Py+の LOD はそれぞれ 10，42 µg/L であり，真空吸引法（ 50 kPa, 
1 秒）による試料注入で得られたものより，それぞれ 17，14 倍改善された．
0.5 mg/L An+，2 mg/L Py+標準溶液（10,000 mg/L NaCl 水溶液で電気伝導度を
100 mS/m に調整）を繰り返し分析した際の An+の泳動時間，ピーク面積，
ピーク高さの RSD (n = 4）はそれぞれ 0.46，4.3，3.4%であり，一方，Py+の
泳動時間，ピーク面積，ピーク高さの RSD はそれぞれ 0.40，3.3，4.4%であ
り，An+，Py+ともに再現性の良い結果が得られた．次に，ターミナル電解液
として 6-アミノヘキサン酸または AcOH を使用し，本法と従来の tITP の感
度を比較した．従来の tITP では，真空吸引法（ 50 kPa）により 15 秒（190 nL）
試料を注入後，100 mmol/L 6-アミノヘキサン酸（AcOH で pH を 4.6 に調整）
を真空吸引法（50 kPa）により 0.2 秒（2.6 nL）注入した．ターミナル溶液
の注入時間を 0.2 秒としたのは，それ以上注入すると An+と 6-アミノヘキサ
ン酸のピークが分離しなかったためである．6-アミノヘキサン酸をターミナ
ル液とした従来の tITP では，An+，Py+の LOD はそれぞれ 12，110 µg/L であ
り，An+の LOD は本法とほぼ同様であったが，Py+の LOD は本法の方が約
2.6 倍低かった．一方，AcOH をターミナル電解液とした場合についてシミ
ュレーション（Simul 5 Complex）を行ったところ，本法よりも効率的に濃縮
できる可能性が示された．そこで，試料を真空吸引法（50 kPa）により 15
秒注入後，100 mmol/L AcOH を真空吸引法（50 kPa で 3 秒，39 nL）または
EKI（試料注入側を陽極とし，10 kV の電圧を 80 秒印加）により注入し，本
法との感度比較を行った．AcOH をターミナル電解液とし，真空吸引法によ
り注入した従来の tITP では，An+，Py+の LOD はそれぞれ 14，50 µg/L であ
り，本法の LOD とほぼ同様の結果となった．また，AcOH をターミナル電
解液とし，EKI により注入した場合，An+，Py+の LOD はそれぞれ 9.7，38 µg/L
であり，本法の LOD とほぼ同様であった．  
本法では，SIT を生成するために電圧を印加するが，その間に EOF により
キャピラリー内に水が導入される可能性があり，この水が電位勾配を低下さ
せ，tITP による濃縮に影響を及ぼす可能性が考えられた．そこで，SIT 生成
中にキャピラリー内に導入されると考えられる水の量を概算した．水の量は，
EOF の移動度（29.7 × 10 -9  m2V -1s -1），SIT 生成時の電圧印加時間（80 秒），
試料ゾーンにかかる電場（616 V/m），キャピラリーの断面積（ 1.96 × 10 -15  m2）
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4. 3. 4 試料の電気伝導度  
 一般的に CE では，試料の電気伝導度が分析目的成分の分離や濃縮に影響
を与える．下水の電気伝導度は，試料採取場所によって大きく変わる可能性
がある．そこで，本法に対する試料の電気伝導度の影響について検討した．
10,000 mg/L NaCl 水溶液を用い，0.5 mg/L An+，2 mg/L Py+を含む標準溶液の
電気伝導度を 50‒1,000 mS/m と変化させた．Fig. 4. 9 に試料の電気伝導度を
変化させた際のピーク面積及びピーク高さを示す．試料の電気伝導度が 50 
mS/m の場合，An+及び Py+は分離されなかった．これは，試料の電気伝導度
が低いために，試料ゾーンにおける EOF が大きくなり，両成分が分離され
る前に検出器に到達したためと考えられる． 100 mS/m 以上では，試料の電
気伝導度が増加するにつれて，An+，Py+のピーク面積，ピーク高さが減少し
た．これは，試料の電気伝導度の増加，すなわち，試料中の Na+，Cl -濃度が
増加したことにより SIT が生成されにくくなり，そのため，分析目的成分が
濃縮されにくくなったためと考えられる．したがって，検量線を用いて実試
料中の An+，Py+を定量する場合には，標準溶液と実試料の電気伝導度を揃
える必要がある．あるいは標準添加法を用いればよい．  
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4. 4 結言  
 SIT を利用した tITP による An+及び Py+のオンライン濃縮法を開発した．
本法では，ターミナル電解液を用いず（超純水を使用），システム由来のタ
ーミナルイオンを生成させ，試料中の An+及び Py+を tITP によりオンライン
濃縮する．したがって，ターミナル電解液を調製する必要がないため，ター
ミナル電解液由来のコンタミネーションの可能性が無いという利点を有す
る．本法による An+，Py+の LOD はそれぞれ 10，42 µg/L であり，従来の真
空吸引法と比較し，それぞれ 17，14 倍改善された．また，下水試料中の An+，
Py+の分析においても，良好な再現性及び回収率が得られた．本法は，下水
等の排水中の An+（シェールオイル製造現場の排水から検出された最低濃度
は 0.57 mg/L），Py+（EPA の排水規制濃度は 5 mg/L）の検出に十分な感度及
び再現性を有する．本法は，簡便に tITP による濃縮を可能とする手法であ
り，その他の試料，微量成分にも応用できると考えられる．  
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第 5 章  結論  
 
 本研究では，BGE 中のカウンターイオンに注目し，カウンターイオンを
利用した CE の高感度化とその応用を目的として研究を行った．高感度化に
関しては，試料のイオン強度が低い場合（試料の希釈も含む）と高い場合に
分けて検討した．応用に関しては，開発した高感度分析法を実試料（尿，ヒ
ト血漿，下水）に適用し，開発した分析法の有用性を明らかにした．本章で
は，本研究で得られた結果を要約し，本研究の結論とする．  
第 1 章では，CE の基礎原理及び現在までに開発され，論文化されている
CE 分析のためのオンライン濃縮法について述べた．オンライン濃縮法を利
用する場合，試料や分析目的成分の化学的性質により，適切な濃縮法を選択
する必要がある．したがって，以降の章では，試料のイオン強度を考慮し，
それに適したオンライン濃縮法を開発した．  
第 2 章では，イオン強度が低い試料を対象とした高感度化法を開発した．
試料を電気的注入する場合，BGE 中のカウンターイオンを利用し，分析目
的成分である弱電解質（クレアチニン），アミノ酸（ L-ヒスチジン）を効率
的に注入できることを明らかにした．すなわち，試料の電気的注入時に BGE
中のカウンターイオンが試料の pH を低下し，その結果，分析目的成分の電
気泳動移動度が増大すること（移動度増幅効果）を利用し，効率的な電気的
注入が可能となることがわかった．本法によるクレアチニン，L-ヒスチジン
の LOD（S/N = 3）はそれぞれ 4.8，9.0 nmol/L であり，従来の真空吸引法と
比較し，約 200 倍改善された．本法により，20,000 倍に希釈した尿試料中の
クレアチニン，L-ヒスチジンを定量した．その結果，妥当な定量値が得られ，
再現性も良好であり，本法は実試料として希釈した尿試料中のクレアチニン，
L-ヒスチジン定量に応用可能であることが示された．  
第 3 章では，第 2 章で見出した移動度増幅効果について詳細に検証した．
また，弱電解質，アミノ酸をさらに高感度で分析するために，移動度増幅効
果及び EKS の併用の可能性について検討した．すなわち，BGE 中のカウン
ターイオンの種類，濃度等が移動度増幅効果，EKS，分析目的成分（クレア
チニン，L-ヒスチジン）の注入量に与える影響をシミュレーション及び実験
により調べた．シミュレーションの結果，移動度増幅効果が試料バイアル内
のキャピラリー末端付近で起こることが判明した．カウンターイオンの種類
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に関しては，強酸性カウンターイオンの方が移動度増幅効果は大きいが，弱
酸性カウンターイオンの場合，EKS の併用が可能であり，また，電場の低下
も抑えることができた．したがって，弱酸性カウンターイオンの方が強酸性
カウンターイオンより濃縮効果が大きいことがわかった．本法によるクレア
チニン，L-ヒスチジンの LOD (S/N = 3)は，それぞれ 0.25，0.10 nmol/L であ
り，従来の真空吸引法による LOD と比較し，それぞれ 13,000，23,000 倍改
善された．さらに，本法により，10,000 倍希釈したヒト血漿中のクレアチニ
ン，L-ヒスチジンを定量した．その結果，本法の再現性は良好であり，本法
による定量値は従来法による定量値とよく一致した．本法は実試料として希
釈した血漿試料中のクレアチニン，L-ヒスチジン定量に応用可能であること
が示された．  
第 4 章では，イオン強度が高い試料として下水を対象とし，SIT を利用し
た tITP による下水中 An+及び Py+の高感度分析法を開発した．本法は従来の
tITP に不可欠なターミナルイオン電解液調製の必要がないため，より簡便で
あり，また，ターミナル電解液由来の不純物による妨害がないという長所を
有する．本法による An+，Py+の LOD (S/N = 3)はそれぞれ 10，42 µg/L であ
り，従来の真空吸引法の LOD と比較し，それぞれ 17，14 倍改善された．さ
らに，下水処理場より採取した下水試料に An+，Py+を添加し，回収率を求
めたところ，満足できる回収率が得られた．本法は実試料として下水中の
An+，Py+定量に適用できることがわかった．  
以上のように本研究では，試料のイオン強度別に，BGE 中のカウンター
イオンを利用した CE の高感度化法を開発することができた．イオン強度が
低い試料（希釈による）に対しては，第 2，3 章で開発した移動度増幅効果
を伴う EKS‒CZE が有用である．一方，イオン強度が高い試料に対しては，
第 4 章で開発した SIT を利用した tITP‒CZE が有用である．本研究で開発さ
れた手法は，従来の CE 装置を改良することなく，また，試料の煩雑な前処
理を必要とせず，簡便な高感度定量法である．  
新規分析法の開発は重要であるが，開発された分析法が実際に利用される
ことが大切であると考える．本研究で開発した分析法は，尿，ヒト血漿，下
水以外の試料中の種々の微量成分定量にも適用できると考える．また，提案
した分析法を他のオンライン濃縮法と組み合わせたり，質量分析計等の高感
度検出器を使用することで，より高感度な分析法の開発が期待される．  
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しております．神戸大学大学院海事科学研究科の福士惠一教授には，卒業研究
時から，約 7 年にわたり，研究に関する貴重なご指導を賜りました．また，博
士後期課程に入学することを勧めて下さり，退官後も研究や論文執筆に関して
貴重なご指導とともに，常に温かく見守って頂きました．心より感謝しており
ます．神戸大学大学院海事科学研究科の佐藤正昭教授，中野武客員教授，古莊
雅生教授には，本論文を執筆するにあたり，審査委員として多くのご助言を頂
き，厚く御礼申し上げます．  
神戸大学大学院人間発達環境学研究科の齊藤惠逸教授には，第 2 章の移動度
増幅効果に関する貴重なご意見を頂き，心より感謝しております．広島大学大
学院工学研究科の廣川健名誉教授には，本研究で開発した分析法の基礎となる
貴重なご意見を頂くとともに，第 3 章の二次元コンピューターシミュレーショ
ンにご協力頂き，深く感謝の意を表します。元杏林大学保健学部の平岡厚准教
授には，第 3 章で分析したヒト血漿をご提供頂き，深く感謝しております．南
芦屋浜下水処理場の米村昌純氏には，第 4 章で分析した下水をご提供頂き，深
く感謝致します．また，神戸大学内海域環境教育研究センターの浅岡聡助教を
はじめ，神戸大学大学院海事科学研究科海事環境管理研究室の方々には，実験
を遂行するにあたり，様々なことについてご協力頂き，厚く御礼申し上げます．  
最後に，筆者が博士後期課程で研究することを温かく見守って頂いた株式会
社島津製作所の早川禎宏氏，渡部悦幸氏，そして家族に感謝申し上げます．  
